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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Mikroorganizme v naravnem okolju najdemo predvsem v obliki agregatov in v biofilmih. 
Nastanek bakterijskega biofilma vključuje več stopenj: agregacijo, adhezijo, nastanek 
mikrokolonij, zorenje in razpršitev bakterijskega materiala v okolje (Datta in sod., 2016). 
Torej sta agregacija in adhezija bakterij ključna procesa za tvorbo biofilma in posledično 
za širjenje in preživetje mikroorganizmov v naravi, pa tudi za kolonizacijo črevesja s 
črevesnimi patogenimi bakterijami, kot je Campylobacter jejuni (Tareb in sod., 2013).  
 
Bakterijski agregati nastajajo predvsem z biosintezo polisaharidnih polimerov. Proces 
agregacije je reverzibilno kopičenje celic zaradi obarjanja v mediju v katerem so 
resuspendirane (Fletcher, 1987). Poznamo dva tipa agregacije, avto-agregacijo in ko-
agregacijo. Pri avto-agregaciji se združujejo bakterijske celice, ki pripadajo istemu sevu, 
pri ko-agregaciji pa pride do združevanja in prepoznave različnih sevov bakterijskih celic 
(Kos in sod., 2003). Ko-agregacija je zelo specifičen proces. Potrebna sta bakterijski 
adhezin na bakterijski celici in komplementarni receptor, največkrat saharidni (Rickard in 
sod., 2003). Sam proces agregacije je zelo pomemben pri različnih ekoloških procesih, saj 
mikroorganizmi tako lažje preživijo v težjih pogojih v okolju (Yazdi in Ardekani, 2012).  
 
Adhezivnost bakterij pa je povezana s površinsko hidrofobnostjo bakterij in je pri vsakem 
organizmu ali bakterijskem sevu različna. Odvisna je predvsem od površine, kamor se 
bakterije pritrjujejo, od starosti bakterije, od njihovega rastnega medija in okolja (Vatsos in 
sod., 2001). Hidrofobne interakcije se povečujejo z naraščajočo nepolarno naravo ene ali 
obeh površin, torej površine substrata ali bakterijske celice (Palmer in sod., 2007). Večina 
bakterijskih površin je sicer negativno nabitih, vendar so na njih prisotne različne 
hidrofobne strukture (Rosenberg in Kjelleberg, 1986). Tako imajo strukture kot so pili, 
bički, migetalke in zunanji membranski proteini velik vpliv pri začetnem pritrjevanju 
mikroorganizmov na različne površine (Donlan, 2002). Bički bakterije Campylobacter 
jejuni so zelo glikolizirani. Pokazali so, da vsaka sprememba v sestavi strukture vpliva tudi 
na nastanek mikrokolonij na površini. Kadar so prisotne samo bakterije istega seva, 
pravimo procesu adhezija monokultur, ko-adhezija pa je proces, kjer adhezija ene vrste 
bakterij naknadno omogoči adhezivnost bakterijskih celic druge vrste (Datta in sod., 2016). 
 
Agregacijske in adhezijske interakcije prispevajo k tvorbi biofilma na dva načina. Kot 
posamične celice enakega genotipa, ki se specifično prepoznavajo in adherirajo ali pa s 
predhodno ko-agregacijo v suspenziji, ki ji sledi naknadna adhezija na kontaktno površino 
(Rickard in sod., 2003). Tvorba biofilmov omogoči bakterijam preživetje v stresnih 
razmerah, kot je atmosfera z ali brez kisika, ter pomankanje hrane. Povečajo tudi odpornost 
(Brown in sod., 2014). Biofilm najdemo tudi v živilski industriji. Pogosto so 
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problematični, saj živila pridejo v stik z materialom, na katerem je biofilm prisoten, kar 
privede do kontaminacije, kvarjenja, skrajšanega roka trajanja živila, poveča pa se tveganje 
za zastrupitev s hrano zaradi patogenih organizmov (Czaczyk in Myszka, 2011). Med 
bakterijami, ki v biofilmu lažje preživjo izven črevesja, so tudi patogene bakterije vrste 
Campylobacter jejuni. Študije so pokazale, da v biofilmu lažje preživijo neugodne 
spremembe sestave atmosfere, na katere so kot mikroaerofilne bakterije zelo občutljive. So 
najpogostejši vzrok bakterijskega enteritisa v evropskih državah. Bolezen 
kampilobakterioza je pogosto povezana z uživanjem kontaminirane perutnine (Bronnec in 
sod., 2016).  
 
V diplomski nalogi smo želeli ugotoviti ali sta sposobnost agregacije in adhezivnost (na 
površino polistirena) povezana pojava in kaj to pomeni v ko-kulturi različnih sevov. 
1.2 CILJI NALOGE 
 
- Preveriti sposobnost agregacije in ko-agregacije izbranih sevov bakterij C. jejuni; 
- Preveriti sposobnost adhezije in ko-adhezije izbranih sevov bakterije C. jejuni na    
            polistiren; 
- Ugotoviti morebitno povezavo med agregacijo ko-agregacijo ter adhezivnostjo in 
ko-adhezivnostjo izbranih sevov bakterij C. jejuni. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
- Agregacija je pri C. jejuni sevnospecifična lastnost; 
- Ko-agregacija se bo razlikovala od agregacije posameznih sevov; 
- Sposobnost agregacije in ko-agregacije je v korelaciji z adhezivnostjo in ko-
adhezivnostjo bakterij C. jejuni. 
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2 VIRULENTNI DEJAVNIKI IN PATOGENEZA  
Bakterije vrste  C. jejuni so najpogostejši povzročitelj bakterijskega gastroenteritisa pri 
ljudeh. Najpomembnejši rezervoar bakterij v naravi so ptiči oz. njihovo črevesje. Prenos na 
človeka poteka predvsem z uživanjem kontaminirane hrane živalskega izvora, predvsem 
piščancev in zaradi križanja čistih in ne-čistih poti pri pripravljanju hrane (Kaakoush in 
sod., 2015). 
 
Bolezen lahko poteka kot krvava in sluzava driska, lahko jo spremlja še bruhanje in 
dehidracija (Mobaien in sod., 2016). Infektivna doba je dokaj nizka, samo okrog 100 
bakterijskih celic. Inkubacijska doza okužbe sicer traja od 1 do 10 dni, vendar se klinični 
znaki pri večini ljudi pokažejo že po 4 dneh od okužbe (Humphrey in sod., 2007). 
 
Odkrivanje virulentnih dejavnikov bakterij je zelo pomembno za preventivo pred 
boleznimi, ki jih povzročajo. Dejavnike lahko razdelimo na več skupin in sicer na podlagi 
njihove funkcije in mehanizma virulence. Posledica nekaterih virulentnih mehanizmov je, 
da bakterija C. jejuni kolonizira črevesje in deluje invazivno. Glavne tri skupine 
dejavnikov so membranski proteini, sekretorni proteini (toksini) in polisaharidne kapsule. 
Pomembni so pri pritrjevanju na epitelne celice črevesja, pri nadaljnji kolonizaciji, kasneje 
pa pri preživetju v makrofagih, rezistenci proti protimikrobnim zdravilom itd. (Wu in sod., 
2008). 
 
Pomemben podatek je tudi, da imajo po gramu negativne bakterije dodatno zaščito, zaradi 
strukture svoje celične stene. Na zunanji strani imajo debelo zunanjo ovojnico, sestavljeno 
iz lipopolisaharidov. Ta deluje kot endotoksin in je zato prav tako virulentni dejavnik (Wu 
in sod., 2008). 
 
Kolonizacija črevesja zahteva tudi sposobnost gibljivosti, da bakterija lahko pride v plasti 
črevesne sluznice. To jim omogočajo posebno oblikovane strukture, bički, sestavljeni iz 
flagelinskih vlaken. Gibanje bičkov se usmerja glede na medij, v katerem se bakterije 
nahajajo in glede na koncentracijo različnih snovi v tem mediju. Zaznavanje razlik v 
koncentraciji in usmerjeno gibanje na osnovi teh razlik imenujemo bakterijska kemotaksa 
(van Vilet in Ketley, 2001). 
 
Pomemben virulenten dejavnik pri bakterijah C. jejuni je tudi adhezivnost in tvorba 
biofilmov (Wu in sod., 2008). Dokazali so, da je lahko mikrobna populacija v biofilmu kar 
tisočkrat bolj odporna proti antibiotikom, v primerjavi s planktonsko obliko mikrobov 
(Mah in sod., 2003; Yazdi in Ardekani, 2012).  
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3 ADHEZIVNOST IN INVAZIVNOST 
3.1 DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA BAKTERIJSKO ADHEZIVNOST IN 
INVAZIVNOST 
 
Postopek adhezije oziroma pritrjevanja bakterij na različne površine je posledica različnih 
interakcij. Osnovne interakcije na abiotskih površinah so povezane predvsem s 
hidrofobnostjo površin in bakterijskih celic. Adhezija na biotske površine pa je bolj 
kompleksna in posledica specifičnih molekularnih mehanizmov, npr. lektinske, adhezinske 
in ligandne molekule (Carpentier in Cerf, 1993; Dunne, 2002). Adhezini sestavljajo 
različne izrastke na površini bakterije. To so lahko LPS sloj, flagele, kapsule in različne 
proteinske strukture (Walker in sod., 1986). Na invazijo vplivajo geni flaA, flaB, flhA, flhB, 
ciaB, iamA, peb1A in cadF. V študiji Koolmana in sod. (2016) so preučili povezavo med 
izraženimi geni za invazivnost in adhezivnost ter izpostavljenostjo bakterije C. jejuni 





Pomemben virulentni dejavnik C.  jejuni je biček. Sestavljen je predvsem iz proteinov 
FlaA in FlaB (Lee in sod., 1986). Gena za sintezo proteinov sta flaA in flab. Filament 
bička, ki ga sestavlja samo protein FlaA se po dolžini ne razlikuje od divjega tipa te 
strukture, ampak kaže zmanjšano sposobnost gibljivosti. Filament bička, sestavljen iz 
proteina FlaB, pa je po dolžini zelo okrnjen, njegova sposobnost gibljivosti pa je močno 
zmanjšana, če ga primerjamo z divjim tipom te strukture (Guerry in sod., 1991). Biček je v 
kombinaciji s spiralno obliko bakterije C.  jejuni zelo efektiven  za gibanje v viskoznem, 
mukoznem matriksu, oz. pri kolonizaciji tankega ali debelega črevesja (Lee in sod., 1986). 
 
3.1.2 Protein CadF 
 
Na adhezivnost vpliva tudi 37- kDA velik protein CadF, ki se nahaja na zunanji membrani 
bakterije C. jejuni. Ta spodbuja vezavo patogenih bakterij na črevesne celice. Kodira ga 
gen cadF (Konkel in sod., 1999). Protein CadF sestavljajo 4 različne aminokisline 
(fenilalanin, levcin, arginin in serin) (Konkel in sod., 2005; Krause-Gruszczynska in sod., 
2007). Različni bakterijski sevi imajo lahko različno amino-kislinsko zaporedje proteina 
CadF,  posledično pa tudi različno sposobnost okužbe črevesja. Prav to je lahko primeren 
diagnostični marker sevov, prenosljivih s hrano (Krause-Gruszczynska in sod., 2007). 
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3.1.3 Glikani, sloj LOS in sloj LPS 
 
Celice na svoji površini povečini izražajo glikanske strukture, ki so vezane na lipide in 
beljakovine. Te strukture imenujemo glikokonjugati. Pomembne so zaradi interakcij med 
celicami. Dokazano je bilo, da se zaradi vsake okvare glikanov, lipooligosaharidnega 
(LOS) ali lipopolisaharidnega (LPS) sloja zmanjša sposobnost bakterijske adhezije na 
gostiteljske celice. Sloja LOS in LPS imata namreč veliko afiniteto do glikanov 
gostiteljske celice, te interakcije pa imajo velik pomen v vseh bioloških sistemih (Day in 
sod., 2015). 
 
Sicer pa je najbolj raziskan in ima največji vpliv na sposobnost adhezije pri bakterijah sloj 
LPS. Skupaj z bički je pomemben pri vezavi bakterije na mukozno plast črevesne sluznice. 
Dokazali so, da lahko njegovo vezavo preprečimo z oksidacijo ali glutaraldehidno fiksacijo 
črevesnih celic (McSweegan in Walker, 1986).  
 
3.1.4 Protein PEB1 
 
Velikost proteina PEB1 je 28 kDa in je prav tako adhezin pri bakterijah C. jejuni. Nahaja 
se na površju celice, njegova glavna vloga pa je adhezija s HeLa celicami, kar pomeni, da 
je lahko vključen v proces kolonizacije črevesja. Gen, ki kodira ta protein, se imenuje 
pebA1. Vsebuje tri popolne bralne okvirje in dva delno odprta. Dokazali so, da je protein 
sestavljen iz 26 aminokislin (Pei in Blaser, 1993). 
 
3.1.5 Citoletalni distendni toksin (CTD) 
 
Je toksin, ki ga proizvaja bakterija Campylobacter spp. Opisan je kot pomemben dejavnik 
virulence tega patogena (Asakura in sod., 2008; De Carvalho in sod., 2013). Sestavljen je 
iz treh podenot. Kodirajo jih geni cdtA, cdtB in cdtC. Naloga toksina je, da prepreči celici 
vstop v fazo mitoze, to pa posledično privede v celično smrt (Ge in sod., 2008; De 
Carvalho in sod., 2013). Podenoti CdtA in CdtC dostavijo podenoto CdtB v gostiteljsko 
celico, v kateri se aktivira (Lara-Tejero in Galan, 2001;  De Carvalho in sod., 2013). 
Podenota CdtB pa je odgovorna za poškodbe strukture dvojne vijačnice DNA (Ge in sod., 
2008; De Carvalho in sod., 2013). 
 
4 BAKTERIJSKA HIDROFOBNOST IN PROCESI AGREGACIJE 
Proces agregacije je reverzibilno kopičenje celic zaradi obarjanja v mediju v katerem so 
resuspendirane (Fletcher, 1987). V okolju bakterijske celice raje tvorijo agregate, kot bi 
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živele posamično, kot planktonske celice. (Krasowska in Sigler, 2014; Liu in sod., 2004). 
Agregati so lahko pritrjeni na različne kombinacije površin kot so: zrak, tekočina in 
površine trdnega agregatnega stanja (Krasowska in Sigler, 2014; Wu in sod., 2012). 
Procesu združevanja različnih vrst bakterij ali sevov pa pravimo ko-agregacija. Bakterije se 
med seboj povezujejo preko specifičnih molekul. Ti molekuli sta protein adhezin na eni 
bakterijski vrsti in komplementarni receptor na drugi vrsti bakterije. Dokazano je da ima 
ko-agregacija velik vpliv na razvoj kompleksnih, večvrstnih biofilmov (Rickard in sod., 
2003). 
 
Površinska hidrofobnost bakterij, sposobnost avto-agregacije in ko-agregacije so torej 
lastnosti, ki omogočajo vezavo in združevanje bakterij (Vatsos in sod., 2001; Rickard in 
sod., 2003). To hidrofobnost omogočajo posebne strukture, ki so prisotne na površini 
bakterije, npr. lipopolisaharidni sloj. Večina struktur, predvsem fibril, vsebuje veliko 
hidrofobnih aminokislinskih ostankov (Rosenberg in Kjelleberg, 1986). Hidrofobnost 
celične površine se lahko poveča tudi z mehanizmom, ki se je razvil zaradi prilagoditev na 
spremembe v okolju. Proces se imenuje sprostitev zunanjih membranskih veziklov 
(Krasowska in Sigler, 2014; Baumgarten in sod., 2012). Te vezikularne strukture se 
uporabljajo za interakcijo med tkivi in gostiteljskimi celicami (Krasowska in Sigler, 2014; 
Silverman in sod., 2010).  
 
V študijah so pokazali, da je avto-agregacija pomemben proces, s katero bakterije pridobijo 
ustrezno maso in boljšo sposobnost za sodelovanje v procesu adhezije (Balakrishna, 2013). 
Potrjena pa je bila tudi povezava med ko-agregacijo in uspešnostjo pritrjevanja bakterij na 
površino, zaradi različne proizvodnje EPS II (Sorroche in sod., 2012).  
 
5 BIOFILM 
5.1  TVORBA IN FUNKCIJE BIOFILMA 
 
Biofilm igra veliko vlogo pri preživetju bakterije C. jejuni, kot patogene in nezaželene 
bakterije v živilski industriji. Različne študije prikazujejo, da je preživetje bakterije v 
biofilmu uspešnejše zaradi različnega kombiniranja pogojev, kot sta atmosfera in 
temperatura (Huei Teen Teh in sod., 2014). Biofilm je sestavljen iz mikroorganizmov, ki 
so pritrjeni na površino in obdani z matriksom. Matriks sestavljajo proteini, polisaharidi in 
nukleinske kisline, oziroma zunajcelične polimerne snovi. Bakterije ga izdelajo same. So 
ključni element pri tvorbi tridimenzionalne strukture, ker omogoča, da se celice povezujejo 
skupaj, deluje kot pufer proti spremembam v okolju, blokira pa lahko tudi protimikrobna 
sredstva, ki bi drugače vstopila v biofilm. Deluje tudi kot ionski izmenjevalec. Bakterije v 
biofilmu rastejo počasneje in s tem pridobivajo odpornost (Sauer in sod., 2007). Velikost 
biofilma je od nekaj mikrometrov, do celo nekaj milimetrov. Vsebuje tudi do 97 % vode 
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(Sutherland in sod., 2004). Bakterije ga lahko tvorijo v treh različnih konformacijah. Kot 
formacija na trdni ali tekoči površini ali pa v obliki flokul. Bakterije so v biofilmu dobro 
zaščitene pred stresnimi dejavniki, povečajo rezistenco proti antibiotikom in drugim 
protimikrobnim snovem (Costerton in sod., 1999). Pri bakterijah, ki so izolirane iz 
biofilmov opažajo tudi genetske spremembe, ki vplivajo na različne lastnosti. Bakterije 
hitreje tvorijo biofilme in so bolj odporne na protimikrobne snovi (Sauer in sod., 2007). 
 
Biofilm se lahko pojavi kjerkoli, na anorganskih naravnih in umetnih površinah. Najdemo 
jih pod zemljo ali na površju. Največkrat na površini kamnin in kovin, lahko pa se tvori 
tudi v vodi in na organskih površinah, kot so telesna in rastlinska tkiva. Prav iz organskih 
površin, pridobi biofilm dodatno energijo, v  obliki ogljika. Organske površine pa mu 
lahko služijo le kot dobra površina za nastanek formacije (Sauer in sod., 2007). 
 
V živilski industriji se biofilm največkrat pojavi zaradi premalo očiščene in nerazkužene 
delovne opreme, ter zaradi aerosola, ki nastane pri različnih procesih. Živila se lahko z 




Slika 1: Prikaz nastanka biofilma (Monroe, 2007) 
 
Slika 1 prikazuje večstopenjski proces nastanka biofilma, v katerem se bakterije pritrdijo 
biotične ali abiotične površine z različnimi strukturami, kot so eksopolisaharidi, pili in 
bički. Najprej se na površino reverzibilno pritrdijo planktonske celice, zaradi 
elektrostatičnih in van der Waalsovih vezi (Miron in sod., 2001). Razvoj se nadaljuje s 
tvorbo tridimenzionalne strukture in s tvorbo mikrokolonij različnih vrst bakterij in 
kohezijo (Flemming in Wingender, 2010). Zadnji korak je disperzija, celice se odtrgajo iz 
formacije biofilma in zopet dobijo sposobnost kolonizacije. Zopet se lahko formirajo v 
biofilm na drugi površini. Pravimo, da je proces tvorbe biofilma cikličen (Rendueles in 
Ghigo, 2011). 
 
5.2 BIOFILM V ŽIVILSKI INDUSTRIJI 
Biofilme z različnimi bakterijami so našli v pasteriziranem mleku, saj se pri pasterizaciji 
uničijo samo vegetativne celice, ne pa tudi spore . Potrebno je biti pozoren tudi na različne 
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delovne površine in stroje, ki prihajajo v stik s hrano, predvsem v proizvodnji mesa, 
mesnih in mlečnih izdelkov (Poulsen, 1999). Pri proizvodnji mesa in mesnih izdelkov je 
kritična predvsem perutnina. Prav tako se lahko biofilm pojavi pri delu z ribami in izdelki 
že pri predpripravljenih izdelkih, kot so dimljen losos ali klobasice (Sokunrotanak in sod., 
2013). Bakterije lahko v aerosolu preživijo tudi čiščenje. Biofilmi se pojavljajo predvsem 
na tesnilih strojev in na podobnih površinah, kjer je čiščenje oteženo. Sčasoma se tam 
naberejo organski ostanki, to pa je zelo ugodno okolje za tvorbo biofilma. Študije so 
pokazale, da je zelo rizičen material za tvorbo teflon (Poulsen, 1999). Materiali na katere 
se pritrdijo patogeni mikroorganizmi in kasneje tvorijo biofilm so še guma, steklo in 
polipropilen (Mafu in sod., 1990; Kumar in Anand, 1998). Poleg kontaminacije je problem 
tudi mašenje cevi in s tem zmanjšanje pretoka ali poslabšanje učinkovitosti membran. To 
vpliva na kakovost delovanja različnih strojev, ki se uporabljajo pri proizvodnji (Ridgeway 
in sod., 1983; Kumar in Anand, 1998).  
 
Zaradi povečevanja odpornost mikroorganizmov v biofilmih proti protimikrobnim 
učinkovinah so potrebne nove strategije za nadzor. Vsak biofilm je treba posamično 
analizirati in ugotoviti njegovo naravo, da lahko izvedemo čimbolj učinkovito čiščenje le 
tega (Kumar in Anand, 1998). Tudi bakterija C. jejuni se pogosto znajde v formaciji 
biofilma. Dokazano je, da se v biofilmu bolje znajde v prisotnosti kisika, kot pri 
mikroaerobnih pogojih. Povečana raven nastajanja biofilma v aerobnih razmerah je 
verjetno prilagoditev, ki prispeva k zoonotskemu življenjskemu stilu te bakterije (Reuter in 
sod., 2010). 
 
6 MATERIAL IN METODE 
6.1 MATERIAL 
6.1.1 Bakterijski sevi Campylobacter jejuni 
 
Pri poizkusih smo uporabljali seve 11168, 9711, 9581, 266 in 816 in njihove kombinacije. 
Sestava kombinacij je bila naslednja: 
 
- K1 = 11168 in 266 
- K2 = 11168 in 816 
- K3 = 11168 in 9711 
- K4 = 266 in 9581 
- K5 = 266 in 9711 
- K6 = 266 in 816 
- K7 = 9711 in 9581 
- K8 = 9711 in 816 
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6.1.2 Mikrobiološka gojišča 
6.1.2.1 Trdno gojišče Karmali in MHA 
 
Za revitalizacijo bakterijskih sevov smo uporabili gojišče Oxoid CM0935. Pripravili smo 
ga tako, da smo 21,5 g osnovnega medija natehtali v 1000 mL steklenico, raztopili v 
500 mL dH2O in sterilizirali v avtoklavu 20 min pri 121 °C in 1,1 bar. V ohlajeno gojišče 
na 45 °C smo dodali 1 stekleničko selektivnega dodatka Oxoid SR0167 in dobro 
premešali. Gojišče smo razlili v petrijevke in ohlajene shranili v hladilniku. 
 
Za precepljanje bakterijskih sevov smo uporabili gojišče Oxoid CM0337. Pripravili smo ga 
na enak način kot prejšnje, le da smo uporabili 19 g osnovnega medija. 
 
6.1.2.2 Tekoče gojišče MHB 
 
Za redčitve kultur in izvedbo poizkusov na mikrotiterski plošči smo uporabili gojišče 
Oxoid CM0405. Pripravili smo ga na enak način kot je opisano v prejšnji točki, le da smo 
uporabili 10,5 g osnovnega medija. Do uporabe smo steklenico hranili v hladilniku. 
 
6.1.3 Druge kemikalije 
 
96 % etanol, fosfatni pufer PBS Oxoid BR0014 in 1 % kristal violet (KV) 
 
6.1.4 Laboratorijska oprema 
Uporabljena je bila naslednja laboratorijska oprema: anaerobni lonci, avtoklav (tip 500 x 
700 Kambič), centrifuga Centric 3000 R, cepilne zanke, »deep well« plošča, volumen 2 
mL, digitalna tehtnica (Mettler-toledo), folija (Greiner bio – one), hladilnik (Gorenje), 
inkubator (SP-135D, Kambič), jeklenka s plinsko mešanico (10 % kisik, 3 % kisik, dušik) 
(Messer), krovna stekla, mešalnik (Eppendorf thermomixer comfort), mikrotiterske plošče, 
volumen 0,4 mL (Thermo Fisher scientific), objektna stekla, parafilm, petrijevke (NUNC 
Tm), pipete Eppendorf (10 µL, 30-300 µL, 1000 µL), plastične centrifugirke kapacitet 15 
mL in 50 mL (TTP), plinski gorilnik, spektrofotometer (Lambda Bio Perkin Elmer), 
sušilnik, VarioskanTM LUX multimode microplate reader, vatirane palčke, vodna kopel 
(Kambič), vrtinčno mešalo (Yellov line), zmrzovalna omara (Candy). 
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6.2 METODE 
6.2.1 Revitalizacija in kultivacija sevov Campylobacter jejuni 
 
Bakterijske seve smo shranjevali v zmrzovalni omari na -80 °C. Revitalizacija je potekala 
tako, da smo kulturo iz krio-epruvete, s cepilno zanko, aseptično prenesli na površino 
trdnega gojišča Karmali. Plošče smo inkubirali 24 ur v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. 
 
6.2.2 Precepljanje sevov Campylobacter jejuni 
 
Naslednji dan smo značilne kolonije precepili na trdno gojišče MHA. Za nacepljanje smo 
uporabili vatirane palčke. Plošče smo inkubirali 24 ur v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. 
 
6.2.3 Test agregacije sevov Campylobacter jejuni 
6.2.3.1 Priprava kulture 
 
S plošč MHA, smo pobrali biomaso in jo resuspendirali v pufru PBS. Preverili smo OD600 
in ga naravnali na 1,000. Kulturo smo dvakrat sprali s pufrom PBS in centrifugirali pri 
6000 rpm, 5 minut. Po drugem centrifugiranju smo pelet resuspendirali v pufru PBS in 
ponovno izmerili OD600.  
 
6.2.3.2 Merjenje agregacije 
 
Resuspendirano kulturo smo dobro premešali na vrtinčnem mešalu. S pipeto smo prenesli 
2 mL čiste kulture v ploščo »deep well«. Mešane kulture smo najprej v epruveti zmešali v 
razmerju 1:1 in po tem prenesli 2 mL v ploščo »deep well«. Odvzeli smo 100 µL vzorca iz 
plošče in ga prenesli v mikrotitersko ploščo. Izmerili smo OD600 na aparatu Varioskan. 
»Deep well« ploščo smo postavili v inkubator do naslednjega vzorčenja. Pomembno je 
bilo, da plošče nismo premikali ali stresali, da se celice iz zgornje faze niso posedle na dno. 
Enak postopek vzorčenja smo izvedli po 5 urah. Izmerili smo tri ponovitve vsakega vzorca, 
določili povprečje in izračunali % agregacije ter ko-agregacijo. 
6.2.3.3 Izračun agregacije in ko-agregacije  
 
% agregacije smo izračunali po naslednji formuli:  
 
                                                                                                      … (1) 
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ko-agregacijo smo izračunali po naslednji formuli: 
                                                             
                                        … (2) 
 
6.2.4 Merjenje adhezivnosti sevov Campylobacter jejuni 
 
6.2.4.1 Določanje adhezivnosti sevov Campylobacter jejuni na polistirenski površini z 
barvilom kristal violet (KV) 
 
Vzorce smo prenesli v »deep well« ploščo. Odvzeli smo 200 µL vsakega vzorca in ga 
prenesli v mikrotitrsko ploščo. Sledila je inkubacija, 24 ur pri 42 °C. 
 
Po inkubaciji smo iz luknjice sprali nevezane bakterije. Spiranje je potekalo tako, da smo 
dodali 100 µL pufra PBS, ga sprali in to dvakrat ponovili nato pa ploščico 10 min sušili s 
sušilnikom. Sledilo je barvanje z barvilom 1 % kristal violet (KV). Barvilo smo na ploščici 
pustili 10 min. Nato smo barvilo dobro sprali in ploščico zopet sušili s sušilnikom, dokler 
ni bila ta popolnoma posušena. V luknjice smo odpipetirali 100 µL 96 % etanola in 
ploščico previdno stresali. Nato smo spektrofotometrično izmerili OD584.  
 
6.2.4.2 Določanje števila kultivabilnih adheriranih celic s štetjem kolonij (CFU/mL) na 
gojišču MHA 
 
Do spiranja je protokol enak kot pri točki 6.2.4.1. Po spiranju pa smo na površino ploščice 
prilepili folijo in ploščico oblepili s parafilmom. Za 10 minut smo jo postavili v 
ultrazvočno kopel. Potem smo previdno odstranili parafilm in folijo. Iz mikrotitrske 
ploščice smo vzorce prenesli v centrifugirko tako, da je bil končni volumen  400 µL. 
 
Pripravili smo redčitveno vrsto od 10-1 do 10-6 in iz vsake centrifugirke nanesli 10 µL  
vzorca v treh ponovitvah na ploščo z gojiščem MHA. Plošče smo inkubirali 2 dni na 37 
°C. Prešteli smo kolonije in izračunali koncentracijo adheriranih celic po enačbi 1 (Pogl. 
6.3.3).  Rezultat smo podali v log10 CFU/mL. 
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Nato smo na isti način kot pri ko-agregaciji iz primerjave rezultata adhezivnosti čistih 
kultur in kombinacij dveh sevov izračunali še ko-adhezivnost po naslednji enačbi 
 
                                   … (3) 
 
7 REZULTATI Z RAZPRAVO 
7.1 ODSTOTEK AGREGACIJE IN KO-AGREGACIJE SEVOV Campylobacter jejuni 
 
Spremljali smo agregacijo posameznih sevov C. jejuni in kombinacij, da bi ugotovili ali se 
interakcija različnih sevov C. jejuni odrazi v spremenjeni agregaciji mešane kulture. 
Rezultati teh meritev so zbrani na slikah 2 do 9. 
 
 
Slika 2: Agregacija sevov C. jejuni 11168, C. jejuni 266 in njune kombinacije (K1). 
 
 
Slika 3: Agregacija sevov C. jejuni 11168, C. jejuni 816 in njune kombinacije (K2). 
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Slika 4: Agregacija sevov C. jejuni 11168, C. jejuni 9711 in njune kombinacije (K3). 
 
 
Slika 5: Agregacija sevov C. jejuni 266, C. jejuni 9581 in njune kombinacije (K4). 
 
 
Slika 6: Agregacija sevov C. jejuni 266, C. jejuni 9711 in njune kombinacije (K5). 
 
 
Slika 7: Agregacija sevov C. jejuni 266, C. jejuni 816 in njune kombinacije (K6). 
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Slika 8: Agregacija sevov C. jejuni 9711, C. jejuni 9581 in njune kombinacije (K7). 
 
 
Slika 9: Agregacija sevov C. jejuni 9711, C. jejuni 816 in njune kombinacije (K8). 
 
Pri različnih sevih vidimo različno agregativnost. Seva 9711 in 816 izkazujeta zelo 
podobno stopnjo avtoagregativnosti celic (~80 %), pri ostalih sevih pa se ta giblje od 46 % 
do 81 %. Združevanje različnih sevov v mešano kulturo je v večini primerov vplivalo na 
stopnjo agregacije (ko-agregativnost) in to na različne načine. Pri štirih od osmih 
kombinaciji sevov (9711 in 816, 266 in 816, 266 in 9711 ter 11168 in 816) je bila ko-
agregativnost oz. agregacija ko-kulture manjša od agregacije posamičnih sevov. V enem 
primeru, to je pri kombinaciji sevov 266 in 9581, je bila agregacija ko-kulture večja od 
posamičnih sevov. Pri kombinacijah sevov 11168 in 9711 ter 11168 in 266 pa nismo 
opazili spremembe v agregaciji. 
7.2 KO-AGREGACIJA SEVOV Campylobacter jejuni 
 
Ko-agregacijo sevov C. jejuni smo izračunali po formuli 2 (Pogl. 6.3.3).  Pozitivne 
vrednosti kažejo zmanjšano agregacijo ko-kulture v primerjavi s posameznimi sevi, kar 
kaže na večjo razpršenost kulture. Negativne vrednosti pa kažejo na povečanje agregacije 
sevov v ko-kulturi v primerjavi z mono-kulturo. Vrednosti blizu 0 nakazujejo na podobno 
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Preglednica 1: Rezultati ko-agregacije sevov C. jejuni. 
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Z izračunom ko-agregacije smo potrdili rezultate, razvidne na grafih, ki prikazujejo 
agregacijo sevov C. jejuni (Slike 2 do 9). Kot statistično značilno razliko smo obravnavali 
vrednosti pod -0,1 in več kot 0,1. 
 
Zanimivo pri teh rezultatih je, da se v štirih kombinacijah, ki dajejo manjšo ko-
agregativnost v mešani kulturi kot v čistih kulturah, pojavlja sev C. jejuni 816. Dvakrat se 
v teh kombinacijah pojavlja tudi sev C. jejuni 266, čeprav ta v kombinaciji s sevom 9581 
daje tudi večjo ko-agregativnost (negativno vrednost v preglednici 1), kar ne velja v nobeni 
kombinaciji seva C. jejuni 816. 
 
7.3 ADHEZIJA SEVOV C. jejuni NA POVRŠINO IZ POLISTIRENA 
 
Število živih oz. kultivabilnih celic, pritrjenih na površino polistirena, smo določili kot žive 
oz. kultivabilne celice s štetjem enot, ki tvorijo kolonije (angl. colony forming units) v 1 
mililitru (CFU/mL). Tako smo določili stopnjo adhezije posameznih sevov C. jejuni in 
izbranih kombinacij. Namen poskusa je bil ugotoviti vpliv interakcije posameznih sevov na 
pritrjevanje celic na površino in s tem določanje tekmovanja ali sodelovanja med sevi.  
 
Rezultati so prikazani kot povprečje vsaj 2 ponovitev s standardnim odklonom v obliki 
logaritma vrednosti CFU/mL na slikah 10 do 17. 
 
 
Slika 10: Število pritrjenih celic sevov C. jejuni 11168, C. jejuni 266 in njune kombinacije (K1) na površino 
iz polistirena, prikazano v logCFU/mL. 
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Slika 11: Število pritrjenih celic sevov C. jejuni 11168, C. jejuni 816 in njune kombinacije (K2) na površino 
iz polistirena, prikazano v logCFU/mL. 
 
 
Slika 12: Število pritrjenih celic sevov C. jejuni 11168, C. jejuni 9711 in njune kombinacije (K3) na 
površino iz polistirena, prikazano v logCFU/mL. 
 
 
Slika 13: Število pritrjenih celic sevov C. jejuni 266, C. jejuni 9581 in njune kombinacije (K4) na površino iz 




Slika 14: Število pritrjenih celic sevov C. jejuni 266, C. jejuni 9711 in njune kombinacije (K5) na površino iz 
polistirena, prikazano v logCFU/mL. 
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Slika 15: Število pritrjenih celic sevov C. jejuni 266, C. jejuni 816 in njune kombinacije (K6) na površino iz 
polistirena, prikazano v logCFU/mL. 
 
 
Slika 16: Število pritrjenih celic sevov C. jejuni 9711, C. jejuni 9581 in njune kombinacije (K7) na površino 
iz polistirena, prikazano v logCFU/mL. 
 
 
Slika 17: Število pritrjenih celic sevov C. jejuni 9711, C. jejuni 816 in njune kombinacije (K8) na površino iz 
polistirena, prikazano v logCFU/mL. 
 
Pri različnih sevih vidimo podobno stopnjo adhezije. Rezultati se gibljejo nekje med 7 in 8 
logCFU/mL. Seva 1168 in 266 imata nekoliko višjo stopnjo adhezije kot ostali, vendar ni 
velike razlike. Zanimivo je, da ima sev 816 v primerjavi z drugimi manjšo sposobnost 
adhezije, čeprav je pokazal dobro agregacijsko sposobnost. Prav tako ima na stopnjo 
adhezije majhen vpliv združevanje različnih sevov. Stopnja adhezije ko-kultur je približno 
enaka stopnji adhezije posamičnih, mono-kultur, ki sestavljajo kombinacijo. To lahko 
povežemo in potrdimo tudi z izračunano ko-adhezijo, katere vrednosti so predstavljene v 
preglednici 2, v točki 7.4. 
Borovšak M. Povezanost adhezivnosti in agregativnosti sevov bakterije Campylobacter jejuni. 
    Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 18 
7.4 REZULTATI METODE DOLOČANJA BIOFILMA BAKTERIJ C. jejuni NA 
POLISTIRENSKI POVRŠINI Z BARVILOM KRISTAL VIJOLIČNO (KV), 
ADHEZIJA IN KO-ADHEZIJA SEVOV C. jejuni 
 
Pri tej metodi barvanja s kristal vijoličnim barvilom (KV) smo ocenili stopnjo adhezije na 
polistirenski podlagi.  Določili smo stopnjo adhezije po 24 urni inkubaciji. Po formuli 3 
(Pogl. 6.2.4.2) smo izračunali še stopnjo ko-adhezije. Pozitivne vrednosti nam prikažejo 
zmanjšano stopnjo adhezije ko-kulture v primerjavi s posameznimi sevi, negativne 
vrednosti pa nam prikažejo povečanje stopnje adhezije sevov v ko-kulturi v primerjavi s 
posameznimi sevi. Vrednosti okrog 0 nam nakazujejo podobno obnašanje sevov 
posamično, v mono-kulturi in ko-kulturi. 
 
 
Slika 18: Meritev OD595nm sevov in njihovih kombinacij. 
 
Preglednica 2: Rezultati ko-adhezija sevov C. jejuni. 
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Adhezivnost  sevov se razlikuje. Izstopa sev 266, ki je bolj adheziven. Ta rezultat se ujema 
tudi z stopnjo adhezije, ki smo jo določili pri poskusu 7.3. Združevanje različnih sevov 
vpliva tudi na stopnjo adhezije. Pri večini se stopnja adhezije v kombinaciji zmanjša. To 
lahko opazimo pri kombinacijah  11168 in 816, 11168 in 9711, 266 in 9581 in 9711 in 816. 
Pri kombinacijah 11168 in 266, ter 266 in 816, pa se je stopnja adhezije v kombinaciji 
povečala. 
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7.5 DISKUSIJA IN SKLEPI 
Agregacija je pomemben proces pri tvorbi biofilma, posledica katerega je veliko 
kontaminacij in okužb. Je posledica interakcije polimerov, ki jih vse bakterijske celice 
izločajo na svoji površini.  
 
Vsaka celica naj bi se v ko-agregaciji obnašala drugače. Dobra sposobnost ko-agregacije je 
pomembna predvsem zaradi tvorbe kompleksnih, večvrstnih biofilmov. Ko-agregacijske 
interakcije prispevajo na razvoj biofilmov z dveh smeri. Tvorba se lahko začne s 
posamičnimi celicami, ki se med seboj prepoznajo in se ločijo od drugih. Drugi način pa je 
predhodna ko-agregacija, ki ji sledi naknadna adhezija, oziroma ko-adhezija (Rickard in 
sod., 2003).  Ta proces dobro prikaže slika 19. 
 
 
Slika 19: Možna vloga ko-agregacije v tvorbi kompleksnega biofilma (Rickard in sod., 2003). 
 
S pomočjo merjenja OD600nm smo ugotovili, da je sposobnost agregacije sevnospecifična 
lastnost, kajti pri različnih sevih smo opazili različno agregativnost. Agregacija ko-kultur 
se je glede na agregacijo mono-kultur v večini primerov povečala ali zmanjšala. To smo 
potrdili tudi z izračunom ko-agregacije. Potrdili smo našo hipotezo, da se bo ko-agregacija 
razlikovala od agregacije posameznih sevov. Večina sevov se bolje znajde v procesu ko-
agregacije in tvori agregate takoj po mešanju dveh tipov bakterijskih celic. Proces temelji 
na zelo specifičnih interakcijah, ki se pri različnih sevih razlikujejo (Kolenbrander in sod., 
1993). 
 
V diplomski nalogi smo določali tudi število živih, oziroma kultivabilnih celic, adheriranih 
na polistirensko površino, s štetjem enot, ki tvorijo kolonije v 1 mL in rezultate podali v 
obliki logaritma vrednosti CFU/mL. S tem smo določali stopnjo adhezije posameznega 
seva ali kombinacije. 
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Ugotovili smo, da imajo različni sevi bakterije C. jejuni podobno stopnjo adhezije, prav 
tako pa je majhna sprememba pri stopnji adhezije ko-kultur glede na stopnjo adhezije 
mono-kultur. To smo potrdili tudi z izračunom stopnje ko-adhezije. Vse vrednosti so se 
gibale okoli 0. Nismo pa potrdili, da je sposobnost bakterijske adhezije v korelaciji z 
bakterijsko ko-adhezijo (Dakheel in sod., 2016). Pri obeh procesih namreč veliko vlogo 
igrajo okoljski dejavniki, kot so pH, razpoložljivost hranil, ionska moč in atmosfera.  
 
Druga metoda, s katero smo določali stopnjo adhezivnosti, je bila barvanje z barvilom 
kristal vijolično. Glede na te rezultate, se adhezija sevov med seboj bolj razlikuje, prav 
tako stopnja adhezije ko-kultur glede na stopnjo adhezije mono-kultur, vendar moramo 
upoštevati velika odstopanja, kar nam prikazuje standardni odklon. Večino rezultatov te 
metode smo potrdili z izračunom stopnje ko-adhezije.  Razlika glede na prvo metodo je ta, 
da pri tej določamo oz. pobarvamo vse celice, žive in mrtve (Vesterlund in sod., 2005). 
 
Glede na dobljene rezultate ne moremo potrditi pričakovane hipoteze, da je sposobnost 
agregacije in ko-agregacije v korelaciji z stopnjo adhezije in ko-adhezije. Prišlo je do 
prevelikih odstopanj med sevi in njihovimi kombinacijami.  
 
Prav tako to velja za ko-kulture. V nekaterih poskusih se sicer nakazuje, povezanost ko-
agregativnosti in ko-adhezije, vendar ne pri vseh. Vzorec bi moral biti za potrditev te 
hipoteze mnogo večji.  
8 POVZETEK 
Namen našega diplomskega dela je bil, da preverimo sposobnost agregacije, ko-agregacije, 
adhezije in ko-adhezije različnih  sevov bakterije C. jejuni. Poskušali smo najti povezavo 
med sposobnostjo agregativnosti/ko-agregativnosti in stopnje adhezije/ko-adhezije, saj so 
ti procesi ključni za tvorbo biofilma. Ta je nezaželen dejavnik v industriji, medicini, 
farmraciji in tudi živilski industriji. Na tvorbo vplivajo zunanje razmere in lastnosti 
različnih bakterijskih sevov. Razumevanje teh mehanizmov je osnova za preprečevanje teh 
struktur, ki organizmom omogočajo preživetje tudi v stresnih razmerah.  
 
Uspešni smo bili pri potrjevanju hipotez o agregaciji/adheziji kot sevnospecifični lastnosti, 
ter dokazovanju, da se ko-agregacija razlikuje od agregacije sevov. Na podlagi rezultatov 
pa nismo mogli določiti povezave med sposobnostjo agregativnosti, ter stopnjo adhezije. 
Pri rezultatih je bilo preveč odstopanja. Za bolj natančne rezultate bi bilo potrebnih več 
ponovitev. 
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